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Resumen 
Q. F. B. Flora Eduarda Cruz López  Fecha de graduación: Julio, 2015 
Universidad Autónoma de Nuevo León, Facultad de Medicina 
Título: ¨El papel de la angiogénesis en la patogenia del actinomicetoma por  N. brasiliensis.¨ 
Número de páginas: 82 
Candidato al Grado de Maestro en Ciencias con Orientación en Inmunología Médica. 
Área de estudio: Inmunología Médica. 
Objetivo: Investigar el papel de la angiogénesis durante el desarrollo del 
actinomicetoma y sobre el actinomicetoma establecido en un modelo experimental. 
Material y métodos: se determinó si el fenofibrato inhibe el crecimiento de la bacteria 
mediante la técnica de microdilución en placa. Se administró una suspensión de 
fenofibrato vía orogástrica cada 24 h durante el establecimiento del actinomicetoma y 
sobre el actinomicetoma establecido en ratones BALB/c infectados con la cepa              
N. brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358). El tratamiento en ambos casos tuvo una 
duración de 45 días, tiempo en el que se evaluaron las diferencias en inflamación y la 
evolución clínica de las lesiones, empleando un vernier y la ecuación elipsoidea. 
También se realizó el análisis histológico en el sitio de la infección mediante tinciones 
con hematoxilina y eosina. El proceso de angiogénesis fue evaluado a diferentes tiempos 
en la administración del tratamiento mediante inmunohistoquímica, buscando como 
marcadores de vasos sanguíneos las moléculas VEGF, eNOS, y LYVE-1, este último 
como un marcador indirecto del proceso angiogénico. 
Resultados: se comprobó que el fenofibrato no inhibe el crecimiento de la bacteria a la 
concentración correspondiente a EC50 en ratones. Las lesiones características de la 
enfermedad se desarrollaron en un menor número de ratones que recibieron el 
tratamiento de fenofibrato, durante el establecimiento del actinomicetoma y sobre el 
actinomicetoma establecido. Además, se observó una disminución en las medidas de 
inflamación y en la aparición de lesiones histológicas, así como una disminución en el 
número de vasos sanguíneos en los sitios de la infección. 
Conclusiones: La angiogénesis contribuye a la patogenia del actinomicetoma por         
N. brasiliensis; la disminución de la formación de vasos sanguíneos por el tratamiento 
con fenofibrato limita el grado de la lesión. 
 
 
Firma del asesor 
 
 
          
Dr. C. Mario César Salinas Carmona 
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Capítulo I 
 
 
            Introducción 
 
 
1.1 Micetoma. 
 
El micetoma es una infección inflamatoria crónica subcutánea, caracterizada por 
el desarrollo de abscesos con tractos fistulosos por los cuales drenan secreciones 
sanguíneo-purulentas con presencia de gránulos consistentes en colonias del agente 
causal, restos celulares y células polimorfonucleares (1-5). 
La infección es adquirida por inoculación traumática en la piel con material 
contaminado y se extiende lentamente hacia áreas adyacentes de la lesión, involucrando 
piel y estructuras profundas, provocando además deformidades y pérdida de la función. 
Generalmente afecta extremidades inferiores, siendo el pie el sitio más comúnmente 
afectado (Fig. 1). La lesión tiende a ser localizada, indolora y sin manifestaciones 
sistémicas, a menos que se vean involucradas otras regiones, como tórax, cuello, cabeza 
y columna vertebral, presentándose entonces síntomas respiratorios y neurológicos (1, 6-9). 
 
Fig. 1. Sitio de lesión, desarrollo del     
micetoma (López Martínez, 2013). 
  
 
2 
El micetoma puede ser causado por hongos o por bacterias, siendo entonces 
clasificado como eumicetoma o actinomicetoma, respectivamente (1, 4, 6). Afecta con 
mayor frecuencia a hombres en un rango de 30 a 40 años de edad. Se han propuesto tres 
aspectos necesarios para que esta infección se establezca: la cantidad del inóculo, el 
estado del sistema inmune del hospedero, y la adaptación hormonal. La ocupación del 
paciente también influye en la presentación de la enfermedad, pues es común en 
personas que trabajan en condiciones rudimentarias sin prendas de protección o zapatos, 
en el campo o al aire libre (10). 
 
 
1.2 Agentes causales de micetoma. 
 
Las bacterias (actinomicetos) más comunes como agentes causales de 
actinomicetomas son Actinomadura madurae, Streptomyces somaliensis, Actinomadura 
pelletrieri, Nocardia brasiliensis, y Nocardia asteroides. Madurella mycetomatis es 
considerado el hongo (eumiceto) más común en ocasionar eumicetomas. Otros como 
Scedosporium boydii, Falciformispora senegalensis y Trematosphaeria grisea son 
ocasionalmente aislados en los casos de eumicetoma (7). 
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1.3 Distribución geográfica. 
 
El micetoma representa una enfermedad clásica, considerada como descuidada. 
Es endémica de regiones tropicales y subtropicales, afecta principalmente poblaciones 
con niveles socioeconómicos bajos y regiones rurales de África, América Latina y Asia, 
en latitudes definidas como el cinturón del micetoma. Dicha región se encuentra 
localizada alrededor del trópico de Cáncer, entre las latitudes 15° Sur y 30° Norte, 
comprendiendo los países con las tasas más altas de infección. Entre los países incluidos 
en esta región se encuentran Sudán, Somalia, Senegal, India, Yemen, México y 
Venezuela (7, 11-15).  
 
Los datos reportados por Bonifaz et  al. en el 2014 revelan que en México el 92% 
de los casos de micetoma son clasificados como actinomicetoma, dentro de los cuales el 
76% son debido a N. brasiliensis, siendo el principal agente causal de actinomicetomas 
en este país (10). En el 2013, López – Martínez et al. encontraron  una amplia 
distribución geográfica del actinomicetoma, reportando casos en 24 de los 31 estados de 
la República Mexicana. Los estados con mayor incidencia son Jalisco, Morelos, Nuevo 
León y Veracruz (Fig. 2) (9). 
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Figura 2. Distribución geográfica del actinomicetoma en la República Mexicana 
(López-Martínez et al., 2013). 
 
1.4 Nocardia brasiliensis. 
 
N. brasiliensis es una bacteria intracelular, filamentosa, Gram-positiva, aerobia, 
parcialmente ácido-alcohol resistente, saprófita de suelos, no móvil. La bacteria es capaz 
de inducir un ambiente de inmunosupresión favoreciendo su crecimiento, mientras que 
el tamaño de las lesiones cambia conforme avanza el desarrollo del actinomicetoma (2-
4, 16-21). 
El estudio del actinomicetoma por este agente causal anteriormente se ha 
establecido en distintos modelos animales. Tras diferentes intentos por diversos 
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investigadores para encontrar el modelo óptimo que les permitiera estudiar el curso de la 
infección, en 1999 Salinas-Carmona et al. desarrollaron un modelo de actinomicetoma 
por N. brasiliensis en ratones BALB/c infectados en el cojinete plantar. En el modelo 
experimental, se produce inflamación en los primeros días de la infección y disminuye 
entre los días 7 y 15. La inflamación aumenta notablemente al día 30, considerando a la 
infección como establecida. El tamaño de la lesión sigue incrementando conforme pasa 
el tiempo (Fig. 3). Los ratones BALB/c inoculados con este patógeno reproducen la 
enfermedad que se desarrolla en humanos. La respuesta humoral de los ratones 
infectados es semejante a la que se desencadena en humanos, con presencia de 
anticuerpos dirigidos contra N. brasiliesnsis (16, 22, 23). 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Evolución clínica del actinomicetoma, según el tamaño de la lesión. Cada punto 
representa el promedio de las medidas por día de evaluación  ± SEM. 
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1.5 Taxonomía e identificación de N. brasiliensis. 
 
N. brasiliensis es caracterizada por un alto contenido de nucleótidos G y C (60 - 
70%), y ácidos grasos con tres dobles enlaces y una mayor proporción de cadenas 
insaturadas, con una longitud de 46 a 60 carbonos en su pared celular 
(nocardomicolatos). La filogenia de esta bacteria se muestra en la tabla 1 (24). 
 
Tabla 1. Filogenia de N. brasiliensis. 
Dominio Eubacteria 
Reino Bacterias 
Filo Bacterias 
Clase Actinobacteriae 
Subclase Actinobacteridae 
Orden Actinomicetales 
Suborden Corinebacterineae 
Familia Nocardiaceae 
Género Nocardia 
Especie brasiliensis 
 
Entre las pruebas para la identificación de actinomicetos se encuentran el examen 
directo de granos a partir de una biopsia o muestra de tejido infectado, a los que se les 
añade NaOH o KOH al 10%, para observar presencia de hifas o clavas, pigmento, 
septación de filamentos, y presencia o ausencia de cuerpos esporulados. Estas 
preparaciones pueden ser teñidas con Gram o Kinyoun.  El cultivo de los granos se 
realiza en caldos BHI, Saboraud, o caldo peptona extracto de levadura, y en Patata-
Dextrosa Agar. Los cultivos son incubados a 37°C y 25°C. Las colonias en agar 
nutritivo son de color anaranjado, granulares, acumuladas con hifa aérea escasa y blanca.  
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Al microscopio se observan filamentos ramificados, presentando fragmentación 
que empieza desde el centro de la colonia, produciendo células bacilares y cocoides 
irregulares. El sistema bioquímico para la identificación de N. brasiliensis consiste en la 
utilización de carbono como fuente de energía y la presencia o ausencia de ciertas 
enzimas (Tablas 2 y 3) (25). 
Tabla 2. Utilización de fuentes de carbono de N. brasiliensis. 
Glu Ara Suc Xyl Ino Man Fru Rha Raf Cel 
+ - - - + - + - - - 
Glu: glucosa, Ara: arabinosa, Suc: sucarosa, Xyl: xilosa, Ino: inositol, Man: manosa, 
Fru: fructosa, Rha: ramnosa, Raf: rafinosa, Cel: celobiosa. 
 
Tabla 3. Perfil enzimático de N. brasiliensis. 
Ge Cit Ure Arg Onp Trp Lys Odc Vp Ind H2s 
+ + + - - - - - - - - 
Ge: gentobiosa, Cit: citratos, Ure: urea, Arg: arginina, Onp: orto-nitro-fenil-D-
galactopiranósido, Trp: triptófano, Lys: lisina, Odc: ornitina, VP: Vogues-Proskauer, 
Ind: indol, H2S: ácido sulfhídrico. 
 
 
1.6 Histopatología del actinomicetoma. 
 
Histológicamente, las lesiones en humanos revelan la presencia de reacciones 
inflamatorias granulomatosas con abscesos que contienen gránulos del organismo 
infeccioso. Los gránulos consisten en masas de filamentos embebidos en cemento 
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intracelular. En ocasiones estos gránulos se encuentran rodeados por estructuras en 
forma de mazo (4). 
Los criterios para la clasificación del actinomicetoma según su evolución fueron 
descritos por Salinas-Carmona et al. en 1999, tomando en cuenta el tamaño y la 
aparición de las lesiones en su modelo experimental murino (22). Dichos criterios se 
mencionan en la tabla 4.  
 
Tabla 4. Criterios para la evaluación clínica del actinomicetoma por N. brasiliensis 
(Salinas Carmona et al. 1999). 
Tipo I (+) Edema ligero. 
Tipo II (++) Edema de 7 mm, abscesos y úlceras. 
Tipo III (+++) Edema, abscesos, descarga de gránulos. 
Tipo IV (++++) Micetoma completo, con edema, abscesos, 
úlceras, descarga de gránulos, fibrosis. 
Forma elipsoide. 
 
           Estudios histológicos del sitio de infección en el modelo experimental de 
actinomicetoma por N. brasiliensis demuestran  gran infiltrado celular e inflamación, la 
formación de microabscesos bien definidos alrededor de gránulos de la bacteria, además 
de destrucción tisular (3). A medida que la infección tiende a la cronicidad, el infiltrado 
inflamatorio agudo es reemplazado por la aparición de granulomas fibrosos, constituidos 
por macrófagos, células gigantes multinucleadas, células espumosas, células plasmáticas 
y linfocitos, todos ellos rodeados por una cápsula de tejido fibroso con colágena (26). Se 
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ha observado el desarrollo de vasculitis (27) y se puede apreciar la aparición de nuevos 
vasos sanguíneos, aunque este último aspecto no se ha descrito ni ha sido estudiado (Fig. 
4). 
 
Fig. 4. Tinción tricrómica de Masson del  
tejido de actinomicetoma. Vasos sanguíneos  
indicados por flechas. Soto-Solís et al., 2008. 
 
 
1.7 Tratamientos para pacientes con actinomicetoma. 
 
El tratamiento actual para el actinomicetoma se basa en antibióticos. Los 
primeros agentes antimicrobianos utilizados con buenos resultados de estas infecciones 
en 1941 fueron sulfanilamida y sulfadiazina. Posteriormente, isoniazida, estreptomicina, 
rifampicina y minociclina fueron utilizados con una tasa de remisión variable. A finales 
de 1960 fue utilizado trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), el cual se ha convertido en el 
estándar de oro para el tratamiento de esta enfermedad; sin embargo, su uso da lugar a 
reacciones adversas, tales como malestares intestinales, rash, y efectos hematológicos, 
entre ellos anemia y leucopenia. Los mejores resultados se han observado al combinar el 
tratamiento de SXT con estreptomicina. En pacientes que no responden al tratamiento de 
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manera adecuada al SXT, es requerida la administración de amoxicilina-ácido 
clavulánico (4).  
Welsh et al. en 1987 reportaron la remisión de pacientes infectados con             
N. brasiliensis al ser tratados con amikacina, en monoterapia o en combinación con 
SXT. A pesar de los efectos tóxicos conocidos del uso de amikacina, los pacientes no 
mostraron efectos colaterales (28).  
Gómez – Flores et al. han demostrado la susceptibilidad in vitro de la cepa de    
N. brasiliensis HUJEG-1 ante amikacina, amoxicilina-ácido clavulánico, ceftriaxzona, 
gentamicina, isepamicina, minociclina, netilmicina, nitroxolina, espiramicina y SXT 
(29). Cuando se presenta resistencia a amikacina, el tratamiento puede ser sustituido por 
netilmicina. Otros agentes antimicrobianos han mostrado actividad in vitro contra         
N. brasiliensis, como el moxifloxacino, gatifloxacino y garenoxacino (4). 
 
 
1.8 Angiogénesis. 
 
La angiogénesis es un proceso que conduce a la formación de nuevos vasos 
sanguíneos a partir de la vasculatura pre-existente, e implica la migración y proliferación 
de células endoteliales con la consecuente formación y organización de grupos celulares 
en estructuras tubulares que darán lugar a vasos sanguíneos estables. Este proceso es 
altamente ordenado y finamente regulado por un conjunto de factores que actúan como 
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activadores e inhibidores, y por factores de diferenciación, de supervivencia y la 
expresión de receptores específicos, además de moléculas de adhesión célula-célula y 
célula-matriz (Tabla 5 y 6). Ocurre con mayor frecuencia durante la embriogénesis y es 
regulado negativamente en la etapa adulta, durante la cual se desarrolla en eventos 
ligados a la fisiología, como el ciclo menstrual, el ciclo de crecimiento del cabello, y la 
reparación de heridas (30-32). 
 
Tabla 5. Factores que estimulan el proceso de angiogénesis (Carmeliet y Jain, 2003) (33). 
Factores pro-angiogénicos Función 
VEGF (familia) Angio/vasculogénesis, permeabilidad, 
adhesión leucocitaria. 
VEGFR (familia), NRP-1 Señales de supervivencia, señalización 
angiogénica. 
Ang1 y Tie2 Estabilización de vasos, inhibe la 
permeabilidad. 
PDGF-BB y receptores Reclutamiento de células de músculo liso. 
TGF-ȕ1, endogilina, receptores de TGF-ȕ Estimula la producción de matriz 
extracelular. 
FGF, HGF, MCP-1 Estimula angio/arteriogénesis. 
Integrinas αvȕ3, αvȕ5, α5ȕ1 Receptores para macromoléculas de 
matriz y proteinasas. 
VE-cadherina; PECAM (CD31) Moléculas de unión endotelial. 
Efrinas Regula la especificación arterial/venosa. 
Activadores del plasminógeno, MMPs Remodelación de matriz; libera y activa 
factores de crecimiento. 
PAI-1 Estabiliza vasos nascientes. 
NOS; COX-2 Estimula la angiogénesis y vasodilatación. 
AC133 Regula la diferenciación angioblástica. 
Quimiocinas Actividades pleiotrópicas. 
Id1/Id3 Determina la plasticidad endotelial. 
VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular, VEGFR: receptor de VEGF, NRP-1: 
neuropilina-1, Ang1: angiopoyetina-1, Tie2: receptor 2 de angiopoyetina, PDGF-BB: 
factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB, TGF-ȕ: factor de crecimiento 
transformante-ȕ, FGF: factor de crecimiento de fibroblastos, HGF: factor de crecimiento 
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de hepatocitos, MCP-1: proteína quimioatractante de monocitos-1,                               
VE-cadherina: cadherina de endotelio vascular, PECAM: molécula de adhesión a células 
endoteliales-plaquetas, MMPs: metaloproteinasas de la matriz extracelular, PAI-1: 
inhibidor activador de plasminógeno-1, NOS: sisntasas de óxido nítrico, COX-2: 
ciclooxigenasa-2, Id1/Id3: el inhibidor de la unión al ADN.  
 
Tabla 6. Factores inhibidores del proceso angiogénico (Carmeliet y Jain, 2003) (33).  
Factores anti-angiogénicos Función 
VEGFR-1, sVEGFR-1, sNRP-1. Inhibe VEGF-A, VEGF-B, PIGF. 
Ang2 Agonista de Ang1. 
TSP-1, -2 Inhibe la migración endotelial, 
crecimiento, adhesión y supervivencia. 
Angiostatina Suprime angiogénesis en tumores. 
Endostatina Inhibe supervivencia y migración 
endotelial. 
Vasostatina, calreticulina Inhibe crecimiento endotelial. 
Factor plaquetario-4 Inhibe la unión de bFGF y VEGF. 
TIMPs, inhibidores de MMP, PEX Suprime la angiogénesis patológica. 
IFN-α, -ȕ; IP-10, IL-4, -12, 18 Inhibidores de la migración endotelial, 
regulación negativa de bFGF. 
Protrombina-2, fragmento III antitrombina Suprime el crecimiento endotelial. 
Prolactina Inhibe bFGF/VEGF. 
VEGI Modula el crecimiento celular. 
Fragmento de SPARC Inhibe la actividad y la unión a endotelio 
de VEGF. 
Fragmento osteopontina Interfiere la señalización de integrinas. 
Maspina Inhibidor de proteasas. 
VEGFR-1: receptor de factor de crecimiento de endotelio vascular-1, sVEGFR-1: 
receptor soluble de factor de crecimiento de endotelio vascular-1, sNRP-1: neuropilina 
soluble-1, TSP-1, -2: trombospondina-1 y -2, TIMPs: inhibidor tisular de 
metaloproteinasas, IFN: interferón, IP-10: CXC-10, IL: interleucina, VEGI: inhibidor de 
crecimiento de endotelio vascular. 
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El proceso es crucial en procesos patológicos, donde se requiere de un suministro 
de oxígeno y nutrientes para las células y tejidos en crecimiento (34, 35), tal como se 
observa en el desarrollo de tumores y metástasis, enfermedades cardiovasculares e 
inflamatorias (36). Puede ser desencadenado por diferentes estímulos, entre ellos 
cambios en la presión arterial, hipoxia, y daño  tisular que acompaña a la inflamación, 
comenzando con la desestabilización de vasos sanguíneos maduros y estables ante la 
presencia de factores anti-angiogénicos. Las células que conforman los vasos sanguíneos 
son activadas y liberan citocinas, quimiocinas y factores pro-angiogénicos; las uniones 
entre células endoteliales se disocian, se digiere proteolíticamente la membrana basal, 
aumenta la permeabilidad y las células endoteliales migran para formar estructuras 
parecidas a tubos. Las células que no migran y se mantienen en el vaso preexistente 
proliferan y sustituyen a las células que migraron. Las uniones entre las células 
endoteliales se restauran, se deposita una nueva membrana basal, y la estructura formada 
es rodeada por pericitos para establecer vasos maduros (Fig. 5) (33, 35, 37). 
 
Fig. 5. Etapas del proceso de angiogénesis (Granger y Senchenkova, 2010). 
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La angiogénesis y la inflamación han sido procesos relacionados entre sí, debido 
a la formación de nuevos vasos sanguíneos en los granulomas y la dualidad de los 
factores angiogénicos, los cuales también poseen efectos pro-inflamatorios. La 
angiogénesis que acompaña a la inflamación crónica tiende a prolongar e intensificar la 
respuesta inflamatoria (37).  
La inflamación aguda induce cambios en la vasculatura contribuyendo a la 
dilatación, al incremento en el flujo sanguíneo y al incremento en la permeabilidad 
vascular, lo que conlleva al desarrollo de tumefacciones y edema, y a un incremento en 
las interacciones entre células endoteliales y leucocitos en la sangre. Durante la 
inflamación, las células endoteliales permanecen en estado activo, expresando altos 
niveles de moléculas de adhesión y quimiocinas, facilitando así el reclutamiento 
continuo de leucocitos a los sitios de daño (32). Las células reclutadas son capaces de 
producir factores pro-angiogénicos promoviendo la atracción y proliferación de células 
endoteliales (38, 39).  
 
 
1.9 Factor de crecimiento de endotelio vascular. 
 
Uno de los factores pro-angiogénicos más importantes es el factor de crecimiento 
de endotelio vascular (VEGF), una familia de moléculas conformada por siete 
glicoproteínas que participan en mayor o menor grado durante el proceso de 
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angiogénesis. Cada uno de los factores se une con diferentes especificidades a los 
receptores VEGFR.  
Otros receptores, las neuripilinas, funcionan como correceptores de moléculas 
específicas de VEGF (Fig. 6). La proteína VEGF-A (o comúnmente denominada solo 
como VEGF) es el regulador principal del crecimiento de células de vasos sanguíneos 
derivadas del endotelio. Esta proteína incrementa la permeabilidad vascular y previene 
la apoptosis inducida por la privación de suero, protegiendo a las células del estrés 
provocado por hipoxia. La señalización a través del receptor VEGFR-2, tras la unión de 
VEGF, es la vía con mayor actividad pro-angiogénica (34, 35, 40-44). 
 
Fig. 6. Familia de proteínas VEGF y VEGFR (Lohela et al., 2009). 
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VEGF es un factor crítico en las etapas iniciales en el proceso de la formación de 
vasos sanguíneos, es un potente inductor de la neovascularización y la angiogénesis, y es 
también necesario para el mantenimiento de los vasos sanguíneos diferenciados (45). Es 
producido por células mesenquimales y de estroma, queratinocitos, células T activadas, 
células dendríticas, neutrófilos y macrófagos (34, 46). 
VEGF se expresa en distintas isoformas (Fig. 7). Es una glicoproteína de 34 -42 
kDa, dimérica, con presencia de puentes disulfuro en su estructura. Existen al menos seis 
isoformas, de 121, 145, 148, 165, 189 y 206 aminoácidos. La isoforma comúnmente 
expresada es VEGF165, y es la más potente en términos de angiogénesis. VEGF121 y 
VEGF165 son secretados al ambiente extracelular, mientras que VEGF189 y VEGF206 
permanecen asociados a células o a la matriz (34, 41, 43). 
 
Fig. 7. Gen de VEGF-A (Hoeben et  al., 2004). 
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Un ambiente proinflamatorio puede promover la actividad de VEGF (47), y un 
ambiente de hipoxia puede incrementar su expresión (36). Los bajos niveles de oxígeno 
incrementan la concentración intracelular del factor inducible de hipoxia-1 (HIF-1), lo 
cual estimula la transcripción del gen que codifica VEGF (48).  La expresión de VEGF 
es también inducida, en forma independiente de HIF-1, en respuesta a la falta de 
nutrientes a través de la inducción del receptor co-activador de la proliferación de 
peroxisomas gamma-1α (PGC-1α). Otros factores de crecimiento, citocinas 
inflamatorias, oncogenes y hormonas han sido reportados como inductores de VEGF 
(44).  
Las células dañadas y los leucocitos reclutados producen y liberan VEGF; la 
producción local induce a su vez al reclutamiento de más células y a la activación de 
células endoteliales para su proliferación, migración y producción de este factor pro-
angiogénico, atrayendo a más leucocitos al sitio de daño. Todo lo anterior estimula el 
inicio de la angiogénesis, tomando en cuenta la presencia de otros factores pro y anti-
angiogénicos. 
 Bajo el contexto de una infección bacteriana, el incremento en el consumo de 
oxígeno por las bacterias en crecimiento, la acumulación de fagocitos en el sitio de 
infección y la vasoconstricción local impiden la llegada de oxígeno al sitio de 
inflamación ocasionando un estado de hipoxia, incrementando así el estímulo de 
angiogénesis patológica (Fig. 8) (49).  
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Fig. 8. Angiogénesis patológica. 
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La administración de VEGF puede iniciar la formación de vasos sanguíneos en 
modelos animales (50). El uso de bevacizumab, un anticuerpo anti-VEGF recombinante, 
ha demostrado inhibir la angiogénesis, el crecimiento de tumores y metástasis en 
diferentes modelos de estudio (51). 
En determinadas enfermedades infecciosas se ha descrito a la angiogénesis como 
un proceso importante para el establecimiento de enfermedades vasculoproliferativas. 
Tal es el caso de infecciones ocasionadas por Chlamydia pneumoniae, Treponema 
pallidum, Helicobacter pylori, y especies del género Bartonella (36, 47, 52-56). 
Resultados no publicados en nuestro laboratorio sugieren que dicho proceso pudiera 
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tener un papel importante en el desarrollo del actinomicetoma. Otros autores han 
sugerido que la expresión de VEGF y la angiogénesis están involucrados en el desarrollo 
de eumicetomas ocasionados por M. mycetomatis. (57, 58). 
 
1.10 Estructura de los vasos sanguíneos. 
 
Los vasos sanguíneos son estructuras tubulares conformadas por células 
endoteliales. La capacidad de estas células para migrar hacia otras regiones permite a los 
tejidos recibir un suplemento de sangre con nutrientes y oxígeno adecuados para su 
correcto funcionamiento. Las venas y las arterias son los vasos sanguíneos más grandes, 
poseen una pared gruesa y resistente de tejido conectivo y muchas capas de células de 
músculo liso. Esta pared está forrada de una capa única extremadamente delgada de 
células endoteliales, separada de la capa exterior que rodea por una lámina basal. En 
ramas más delgadas de la vasculatura, como los capilares y los sinusoides, la pared 
consiste en células endoteliales, lámina basal, y pericitos dispersos, los cuales se 
envuelven a sí mismos alrededor de la estructura (Fig. 9) (48). 
Las células endoteliales cubren por completo el sistema vascular, controlan el 
paso de materiales y el tránsito de leucocitos, dentro y fuera de la sangre. Las células 
endoteliales influyen en la maduración de los vasos sanguíneos a través de la 
transmisión de señales y secreción de proteínas, las cuales permiten el reclutamiento de 
los componentes anteriormente mencionados. Una vez que estas estructuras han 
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madurado, las señales que envían las células endoteliales hacia las demás capas son 
importantes en la regulación de la función y la estructura vascular (48). 
 
Fig. 9. Composición de la pared de vasos sanguíneos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.11 Linfangiogénesis. 
 
 
La linfangiogénesis consiste en la formación de nuevos vasos linfáticos, los 
cuales contribuyen a la homeostasis del fluido en los tejidos y a la inmunidad, al facilitar 
el movimiento de células del sistema inmune por todo el organismo. Se ha asumido que 
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la angiogénesis vascular es uno de los requisitos para que se lleve a cabo la 
linfangiogénesis. Además, ambos procesos pueden ocurrir de forma simultánea (59-61). 
  
Los vasos linfáticos también están conformados por células endoteliales. Las 
proteínas C y D de la familia de VEGF participan en la regulación del desarrollo de 
vasos linfáticos, uniéndose a receptores VEGFR-3, inicialmente expresados en vasos 
sanguíneos durante la embriogénesis, y posteriormente restringidos a los vasos linfáticos 
en la etapa adulta (44, 59, 60, 62). 
 
Se ha encontrado que la proteína A de VEGF es capaz de inducir la proliferación 
y migración de endotelio linfático (61), debido a que su receptor (VEGFR-2) es 
expresado tanto en vasos sanguíneos como en vasos linfáticos, pero en concentraciones 
menores en estas últimas estructuras (32). VEGF actúa como un mediador de la 
inflamación, al ser quimioatractante para monocitos y macrófagos e inducir la expresión 
de moléculas de adhesión en células endoteliales, permitiendo así el reclutamiento de 
leucocitos a los sitios de daño (32, 61). Esta isoforma y las citocinas proinflamatorias 
inducen la expresión de VEGF-C y –D. Estas proteínas son responsables de la 
proliferación, migración, y supervivencia de las células endoteliales que conforman los 
vasos linfáticos, a través de su unión con VEGFR-2 y VEGFR-3, y son a su vez 
quimioatractantes para los macrófagos activados (32). La señalización a través de  
VEGFR-3 puede potenciar los efectos de VEGFR-2 y mantener activa  la estimulación 
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de angiogénesis. Las propiedades moleculares de VEGF-C y –D son un vínculo entre la 
angiogénesis y la linfangiogénesis (44, 62). 
La linfangiogénesis también está involucrada en condiciones de inflamación. Las 
infecciones bacterianas de vías respiratorias o la inflamación de la piel inducen a una 
fuerte respuesta linfangiogénica en el tejido afectado y en ganglios linfáticos (32, 62). 
 
1.12 Receptor endotelial de vasos linfáticos (LYVE-1). 
 
El receptor hialuronano de endotelio vascular linfático 1 (LYVE-1) es un 
homólogo de CD44 (una glicoproteína involucrada en adhesiones celulares). Fue 
identificado inicialmente como un marcador específico de la superficie de células 
endoteliales de tejido linfático y en macrófagos activados (32, 37, 63).  
LYVE-1 es un receptor transmembranal  del hialuronano, una glicosamina 
extracelular involucrada en la adhesión celular y en la migración, inflamación y 
metástasis tumoral. Más del 80% del tejido de hialuronano es degradado en los ganglios 
linfáticos, y LYVE-1 es probablemente el receptor responsable de transportar el 
hialuronano a nódulos linfáticos (64, 65). 
Debido a su expresión en el endotelio linfático, se utilizan anticuerpos dirigidos 
contra LYVE-1 para identificar procesos de linfangiogénesis en piel y enfermedades 
inflamatorias (66). Este receptor, entre otros (como VEGFR-3 y Prox1) es de los 
marcadores más utilizados para identificar vasos linfáticos y puede también ser 
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expresado en células de endotelio vascular, por lo que es posible ser utilizado como 
marcador indirecto del desarrollo de angiogénesis (59). 
 
1.13 Óxido nítrico. 
 
El óxido nítrico es un radical libre de corta duración derivado del aminoácido L-
arginina a través de la actividad enzimática de diferentes sintasas, las cuales reciben su 
nombre dependiendo de su localización. Las isoformas son conocidas como nNOS o 
NOS1 (neuronal), iNOS o NOS2 (inducible) y eNOS  o NOS3 (endotelial). A su vez,  
las sintasas nNOS y eNOS son clasificadas como constitutivas, dependientes de calcio, 
productoras de NO en pequeñas cantidades. La sintasa iNOS es inducible (denominada 
así por ser inducida a través de citocinas inflamatorias y endotoxinas de bacterias Gram 
negativas) y produce altas concentraciones de NO y es calcio independiente (67-69). 
 
 El NO es versátil en el sistema inmune, está involucrado en la patogénesis y el 
control de enfermedades infecciosas, tumores, procesos autoinmunes y enfermedades 
degenerativas crónicas. En condiciones normales, el NO regula la neurotransmisión, el 
tono de vasos sanguíneos, la agregación plaquetaria, la permeabilidad vascular, la 
eliminación de radicales libres, y la interacción entre leucocitos y células endoteliales 
(68, 69).  
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1.13.1 Sintasa de óxido nítrico endotelial (eNOS). 
 
El NO producido por eNOS está bien establecido como una molécula pro-
angiogénica, crucial para mantener un adecuado tono vascular e  importante en la 
angiogénesis fisiológica. El vínculo entre la angiogénesis y la producción de NO fue 
sugerido a partir de la observación de la presencia de vasculitis en la angiogénesis (70). 
La inhibición farmacológica y la disrupción genética de eNOS limitan la angiogénesis 
durante la reparación tisular. La adición de donadores de NO promueve la angiogénesis 
y acelera el proceso de cicatrización en heridas (71-73). Durante la angiogénesis, el NO 
ha demostrado estimular la proliferación y migración de células endoteliales en forma 
dependiente de cGMP. Sin embargo, a altas concentraciones el NO inhibe respuestas 
angiogénicas, a través de la fosforilación de PKC, ERK, y c-Jun (74, 75). 
eNOS es regulado positivamente durante el proceso de hipoxia (76, 77). VEGF 
(inducido por hipoxia) regula en forma positiva la expresión de NO en células 
endoteliales y la expresión de eNOS. A su vez, eNOS modula la angiogénesis en 
respuesta a la  isquemia tisular (71, 78, 79). 
Los inhibidores de NO, como el N-nitro-L-arginina metilester (L-NAME), 
bloquean los efectos de VEGF. Además, se ha reportado que el proceso de angiogénesis 
es atenuado cuando la actividad de NO se reduce (79). La administración de anticuerpos 
anti-VEGFR-2 en modelos murinos causa una marcada reducción en la expresión de 
sintasas constitutivas de óxido nítrico, causa hipertensión y afecta la capacidad para 
generar NO (78). El NO actúa como un inhibidor de apoptosis de células endoteliales, 
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incrementa la migración endotelial aumentando la expresión de integrinas, la disociación 
de la matriz extracelular y estimulando la podocinesis (79). 
 Es así, que con estos antecedentes, se ha logrado crear un vínculo entre el NO y 
el VEGF en el proceso de angiogénesis. 
 
Fig. 10. Participación de eNOS en la angiogénesis. 
 
 
Los puntos en los que se conoce la participación de eNOS en las vías del desarrollo de 
angiogénesis han sido descritos y esquematizados (Morbidelli et al. 2008) (80). 
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Debido a la expresión de eNOS en tejido endotelial de vasos sanguíneos y su 
relación en la expresión de VEGF, podría ser un útil indicador de si el proceso de 
angiogénesis se está llevando a cabo en una determinada condición. 
 
Anteriormente, se ha estudiado el efecto del NO en el desarrollo experimental de 
actinomicetoma, al bloquear la producción de dicha molécula por aminoguanidina y al 
utilizar ratones parcialmente bloqueados en la expresión de eNOS. El bloqueo químico 
de NO protege a los ratones del desarrollo de la enfermedad tras la infección por             
N. brasiliensis. Comparando la evolución clínica con ratones WT, los ratones 
heterocigotos para eNOS -/+ no presentaron desarrollo del micetoma, demostrando que 
el bloqueo parcial de eNOS confiere protección contra el desarrollo del actinomicetoma 
causado por N. brasiliensis (81, 82). 
 
Los resultados anteriores sugieren que el proceso de angiogénesis puede estar 
involucrado en el desarrollo del actinomicetoma, por lo que se ha preguntado si el uso de 
fármacos capaces de inhibir la expresión del factor pro-angiogénico más importante, 
VEGF, sea capaz de evitar el desarrollo de la lesión.  
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1.14 Fibratos. 
 
Los fibratos son una clase de fármacos efectivos en disminuir niveles elevados de 
triglicéridos y colesterol en plasma (83), entre los que se encuentran el fenofibrato, 
clofibrato, bezafibrato y ciprofibrato (84, 85). Esta clase de fármacos son agonistas 
ligandos del receptor activador de la proliferación de peroxisomas alfa (PPARα) (38, 
39). PPARα, además de PPARȕ/δ y PPARȖ, forma parte de una familia de receptores 
nucleares que tras su unión con ligandos específicos modulan factores de transcripción, 
y son importantes en el metabolismo de glucosa y lípidos, por lo que son parte 
importante en el tratamiento de diabetes e hiperlipidemia (38, 39, 86).  
Los PPARα activados por la unión de sus agonistas ligandos controlan el 
metabolismo de lípidos (38, 39, 85-87), son expresados sobre células epiteliales en 
diferentes órganos, como hígado, riñón, músculo, y también en células endoteliales que 
conforman los vasos sanguíneos. Cuando las moléculas agonistas se unen a este 
receptor, es activado y forma heterodímeros con el receptor de ácido retinóico, formando 
un complejo que se une a un sitio específico en la región promotora de sus genes blanco, 
modulando así factores de transcripción que participan en la disminución de triglicéridos 
y colesterol en plasma, y en la disminución de la producción de citocinas pro-
inflamatorias y reclutamiento de leucocitos (38, 85-87).  
Los fibratos reducen el desarrollo de aterosclerosis y la inflamación a nivel de la 
pared celular debido a que previenen la secreción de IL-6 inducida por IL-1. IL-6 se ha 
localizado en lesiones ateroscleróticas, contribuyendo en la formación de células 
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espumosas y la proliferación de células musculares lisas; esta citocina controla la 
activación de macrófagos y células T, la migración de células y regula la respuesta de la 
fase aguda. IL-6  es considerada como el mejor marcador de la inflamación vascular. 
Delivery et al. han reportado la disminución de la concentración plasmática de otras 
citocinas inflamatorias, como TNF-α. Otros estudios han indicado la interacción de 
PPAR en diferentes vías de señalización para el desarrollo de respuestas inflamatorias, 
tales como el factor nuclear-κB, la proteína-1 activadora, y las señales de transducción y 
activadoras de la transcripción (88-91). También se ha sugerido el control de la 
inflamación a través de la regulación de la transcripción de VEGFR2 por los agonistas 
de PPARa (92). 
Se ha demostrado a través de la investigación en modelos experimentales de 
tumores que los fibratos, como ligandos de PPAR inhiben la migración y proliferación 
de células de endotelio vascular, e induce la apoptosis celular, debido a que estos 
agonistas inhiben la producción de VEGF, y con ello el proceso de angiogénesis (39, 83-
85, 87). 
 
 
1.14.1 Fenofibrato. 
 
El fenofibrato es un compuesto orgánico perteneciente a la clase de bencenos y 
derivados sutituidos, y a la subclase de las benzofenonas, los cuales contienen grupos 
cetona unidos a dos grupos fenilo. El metabolito activo del fenofibrato es el ácido 
fenofíbrico. Como se mencionó anteriormente, es uno de los fármacos empleados en la 
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terapia adyuvante para reducir niveles elevados de colesterol LDL (lipoproteínas de baja 
densidad), colesterol total, triglicéridos, Apo B (apolipoproteína B) e incrementar los 
niveles de colesterol HDL (lipoproteínas de alta densidad) y apoproteínas apoAI y 
apoAII, en pacientes adultos con hipercolesterolemia primaria o dislipidemia mixta (93). 
 
 
1.14.2 Propiedades fisicoquímicas del fenofibrato. 
 
El fenofibrato (Fig. 11)  posee una apariencia sólida, cristalina, insoluble en agua 
y soluble en compuestos orgánicos (tabla 7). Su peso molecular es de 360 g/mol y su 
fórmula molecular es C20H21ClO4. Posee un punto de fusión de 80.5°C, y un punto de 
ebullición de 469.77°C a una presión de 760 mmHg. Su densidad es de 1.18 g/cm3, y su 
índice de refracción (nD20) es de 1.55 (93). 
Tabla 7. Solubilidad del fenofibrato. 
Solvente Solubilidad 
Acetona 15 mg/ml 
Éter 15 mg/ml 
DMSO 15 mg/ml 
DMF 30 mg/ml 
Etanol 1 mg/ml 
Benceno 0.25 mg/ml 
Cloroformo 0.25 mg/ml 
DMF:PBS (1:3 a pH 7.2) 0.25 mg/ml 
 
 
 Fig. 11. Estructura del fenofibrato. 
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1.14.3 Farmacología y mecanismo de acción del fenofibrato. 
 
La unión de su metabolito al PPARα incrementa el proceso de lipólisis y la 
eliminación de partículas ricas en triglicéridos circulantes en plasma, mediante la 
activación de la lipoprotein lipasa. Este efecto sobre los triglicéridos provoca 
alteraciones en el tamaño y composición de LDL, desde partículas densas y pequeñas, 
hasta partículas grandes flotantes. Estas últimas partículas poseen gran afinidad hacia los 
receptores de colesterol y son rápidamente catabolizadas (93). 
Este medicamento se absorbe a través del tracto gastrointestinal y es excretado a 
través de la orina, principalmente en forma de ácido fenofíbrico y glucurónido  de ácido 
fenofíbrico. Posee una vida media de 20 h en el organismo, y la dosis letal media (LD50)  
reportada en ratones es de 1600 mg/kg. El valor reportado de EC50 (la concentración 
plasmática requerida de un agonista para obtener el 50% de un máximo efecto in vivo) 
en ratones es de 18 µM, mientras que el valor reportado en humanos es de 30 µM (93). 
 
 
1.14.4 Fenofibrato y expresión de VEGF. 
 
Una comparación entre los fármacos de la clase de los fibratos demostró que el 
fenofibrato es el más potente en suprimir la proliferación de líneas tumorales e inhibir la 
proliferación y migración de células endoteliales inducidos por VEGF (39). Se ha 
revelado que la formación de la red de capilares dirigida por VEGF se atenúa en forma 
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importante con agonistas de PPARα (92). También se ha encontrado que la 
administración de fenofibrato en pacientes con enfermedades coronarias reduce los 
niveles de mediadores inflamatorios en plasma (94). 
Además, se ha demostrado su capacidad de inhibir la proliferación de células 
endoteliales inducida por otros factores angiogénicos. En altas concentraciones 
incrementa la apoptosis, inhibe la migración de células endoteliales en modelos de 
cicatrización de heridas, la formación de tubos capilares in vitro, y el proceso de 
angiogénesis in vivo (95). 
Se ha encontrado que el fenofibrato sobre cultivos de células tumorales regula la 
transcripción de factores importantes en el proceso de apoptosis celular. In vivo, el 
fenofibrato disminuye la velocidad del crecimiento de tumores e induce apoptosis con 
un buen perfil de seguridad en modelos murinos de cáncer de mama (96). Otras vías se 
han dado a conocer tratando de explicar los efectos del fenofibrato en la supresión del 
crecimiento y proliferación celular en determinados tipos de cáncer, como linfomas de 
células B, gliomas y carcinomas (97-101). Investigaciones actules continúan 
proponiendo las vías de señalización de la angiogénesis en las que interactúa el 
fenofibrato. 
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Capítulo II 
 
 
Definición del problema y Justificación 
 
 
La patogenia del micetoma no se conoce por completo, por lo que es necesario  
evaluar el papel de la angiogénesis en esta enfermedad. Los tratamientos actualmente 
disponibles son tóxicos, no siempre efectivos y costosos. Los resultados de este trabajo 
pueden dar lugar a investigaciones dedicadas a encontrar nuevas alternativas 
terapéuticas, debido a que en la mayoría de los casos  los pacientes acuden por atención 
médica en estadios avanzados de la infección, donde la amputación de la parte afectada 
es el único tratamiento posible.  
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Capítulo III 
 
 
Hipótesis 
 
La angiogénesis es necesaria para el desarrollo del actinomicetoma experimental 
por N. brasiliensis. 
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Capítulo IV 
 
 
Objetivos 
 
4.1 Objetivo general. 
 
- Evaluar el papel de la angiogénesis en la patogenia del actinomicetoma 
experimental por N. brasiliensis. 
 
4.2 Objetivos particulares. 
 
1. Determinar el efecto del fenofibrato in vitro sobre la viabilidad de           
N. brasiliensis. 
2. Determinar el efecto del fenofibrato sobre la evolución del 
actinomicetoma experimental en ratones BALB/c. 
3. Evaluar la angiogénesis en un modelo experimental de actinomicetoma 
en ratones tratados con fenofibrato. 
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Capítulo V 
 
 
Materiales y métodos 
 
5.1 Estrategia experimental. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.12. Estrategia experimental.  
Objetivo no. Ϯ 
IŶfeĐĐióŶ de ƌatoŶes BALB/Đ ĐoŶ N. brasiliensis. 
Objetivo no. ϭ 
EvaluaĐióŶ ĐlíŶiĐa 
Desaƌƌollo de 
lesioŶes:  
- AďsĐesos 
- Fístulas 
- DestƌuĐĐióŶ 
tisulaƌ 
IŶflaŵaĐióŶ: 
- VeƌŶieƌ 
- Histología 
EvaluaĐióŶ de la 
aŶgiogéŶesis 
IŶŵuŶohistoƋuíŵiĐa: 
- VEGF 
- LYVE-1 
- eNOS 
Objetivo no. ϯ 
EfeĐto del feŶofiďƌato 
soďƌe la ďaĐteƌia 
Método de 
ŵiĐƌodiluĐióŶ: 
- FeŶofiďƌato 
- AŵikaĐiŶa 
Administración de fenofibrato o 
aminoguanidina, desde el día 0 de 
infección o después de 30 días 
  
 
36 
5.2 Cepa de ratones BALB/c. 
 
Los ratones con los cuales se trabajaron en este proyecto provienen de la cepa 
donada por Carl Hansen del Instituto Nacional de Salud (NIH, BethesdaMa), a los cuales  
se les proporcionó alimento comercial (Purina) y agua estéril ad libitum. Los protocolos 
de cuidado e infección de animales se desarrollaron de acuerdo a las regulaciones 
internacionales (International Review Board) y mexicanas (NOM-062-ZOO-1999), 
aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario 
‘José Eleuterio González’ de la U.A.N.L. 
 
5.3 N. brasiliensis. 
 
La cepa empleada en este proyecto fue N. brasiliensis HUJEG-1, registrada en el 
ATCC con el número 700358. Esta bacteria fue obtenida del Departamento de 
Dermatología del Hospital Universitario ‘José Eleuterio González’, de un paciente al 
que se le diagnosticó con micetoma. La cepa se mantiene en agar BHI, a 37°C. 
 
5.4 Modelo experimental de actinomicetoma. 
 
Se infectaron ratones BALB/c hembras de más de 12 semanas de edad con la 
cepa de N. brasiliensis HUJEG-1. La bacteria fue cultivada en caldo BHI e incubada 
durante 72 h a 37°C. La biomasa fue recuperada y homogeneizada con Potter-Evelham 
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para obtener una suspensión bacteriana con una concentración de 1 x 107 UFC/ml, 
ajustada mediante nefelometría y confirmada por el método de cuenta viable. Del 
inóculo, 0.1 ml fueron inyectados en la pata trasera izquierda del ratón.  
 
5.5 Administración del tratamiento. 
 
Tras la infección, los ratones fueron divididos en grupos a los cuales se les 
administraron diferentes tratamientos para evaluar su efecto durante el establecimiento 
del actinomicetoma y sobre el actinomicetoma establecido, administrándolo a partir del 
día cero y a partir del día 30 de infección, respectivamente. Los tratamientos 
consistieron en la administración de una suspensión de fenofibrato a una dosis de 200 
mg/kg (39), vía orogástrica, cada 24 h durante 45 días, y hemisulfato de aminoguanidina 
(Sigma Chemical Co., St. Louis) al 2% en el agua purificada que tomaron ad libitum 
durante 45 días. Los ratones bajo este último tratamiento descrito fueron utilizados como 
un control en la inhibición del actinomicetoma (81). Se incluyeron también grupos de 
ratones a los cuales no se les administró ningún tratamiento, permitiéndoles desarrollar 
la infección natural. 
 
5.6 Evaluación clínica. 
 
La formación de las lesiones características del actinomicetoma en el modelo 
experimental fue evaluada en cada grupo, buscando diferencias en su aparición a lo 
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largo del tiempo de tratamiento para evaluar el efecto del medicamento en la evolución 
de la infección. Se tomaron medidas de la lesión con un vernier, utilizadas para calcular 
la inflamación en cm3 empleando la ecuación elipsoidea (ancho x alto x altura de la pata, 
multiplicando el producto por el factor 0.5235999). También se consideraron los 
criterios descritos por Salinas-Carmona et al. (Tabla 4) para clasificar la lesión del 
actinomicetoma. 
 
5.7 Sacrificio de animales. 
 
Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical siguiendo las 
indicaciones de la NOM-062-ZOO-1999, a los días de tratamiento 0, 7, 15, 30 y 45 de 
cada grupo. 
 
5.8 Inmunohistoquímica.  
 
5.8.1 Preparación de la muestra. 
 
El micetoma fue obtenido por la incisión de la unión entre la tibia y el fémur. El 
tejido fue colocado en formaldehído al 3.7% en PBS 1X durante 18-48 h a temperatura 
ambiente. Tras un proceso de descalcificación con ácido fórmico al 8% y ácido 
clorhídrico al 8%, en partes iguales, con recambios cada 24 h durante 7-8 días, la 
muestra fue deshidratada e incluida en parafina (punto 5.8.1.1). A partir de los bloques 
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de tejido se  realizaron cortes de 3 a 4 µm, montados sobre laminillas cargadas con poli-
L-lisina (Fischer Scientific Co). Los cortes montados fueron desparafinizados tal cómo 
se describe en el punto 5.8.1.2. Para la tinción mediante inmunohistoquímica (punto 
5.8.1.3) se utilizaron anticuerpos dirigidos contra VEGF (Abcam ab46454), LYVE1 
(Abcam ab33682), y eNOS (610297 BD). Como control de isotipo se empleó el 
anticuerpo IgG de conejo (Abcam ab172730) y suero de ratones BALB/c. Se utilizó el 
anticuerpo secundario biotilinado dirigido contra conejo del kit Vectastain® ABC (sk-
4001) para los anticuerpos anti-VEGF y LYVE-1. Para el anticuerpo anti-eNOS, se 
utilizó el anticuerpo secundario Goat anti-Mouse IgG H&L conjugado con peroxidasa de 
rábano (Abcam ab97023). Para revelar las tinciones se empleó el kit ImmPACT™ DAB 
Peroxidase Substrate (sk-4105). El medio de montaje utilizado fue Vectamount 
Permanent kit (Vector H-5000). Se realizaron contratinciones  con hematoxilina (punto 
5.8.1.4). 
5.8.1.1. Deshidratación e inclusión del tejido en parafina. 
 
Tras el proceso de fijación, el tejido fue deshidratado de la siguiente forma: dos 
cambios de etanol al 70% de 1 h cada uno, un cambio etanol al 80% durante 1 h, un 
cambio de etanol al 95% duante 1 h, tres cambios de etanol absoluto de 90 min cada 
uno, tres cambios de xilol de 90 min cada uno, dos cambios de parafina de 2 h cada uno 
a 50-60°C. El tejido fue incorporado en moldes para obtener un bloque de parafina. Para 
separar el bloque del tejido a partir de su molde,  la preparación se colocó a -20 °C al 
menos durante 20 minutos. 
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5.8.1.2. Desparafinización de tejido montado sobre laminillas. 
 
Las laminillas fueron colocadas en la estufa a 55°C, durante 30 min. Tras 
atemperar las laminillas, fueron colocadas en xileno, tres cambios de 10 min cada uno, 
dos cambios de etanol absoluto de 3 min cada uno, un cambio de etanol al 95% durante 
un min, un cambio de etanol al 80% durante un min, un cambio de etanol al 70% durante 
un min, enjuagando finalmente con agua destilada. 
 
5.8.1.3.  Técnica inmunohistoquímica. 
 
El desenmascaramiento de antígenos se realizó sumergiendo las laminillas de 
trabajo en buffer de citrato de sodio a pH 6 durante 20 min, precalentado previamente 
hasta una temperatura constante entre 90 y 95 °C. Después de dejar enfriar el buffer con 
las laminillas aún sumergidas, estas fueron colocadas en solución de lavado, 3 veces 
durante 3 min cada una. Para el bloqueo de la actividad de la peroxidasa, la sección del 
tejido fue cubierta con solución de peróxido de hidrogeno al 3% durante 15 min a 
temperatura ambiente. A continuación, las laminillas fueron colocadas en solución de 
lavado, 3 veces durante 3 min cada una. El bloqueo de los sitios inespecíficos se realizó 
colocando solución con albúmina sérica bovina, suero y gelatina de pescado durante 30 
min a temperatura ambiente (anexo I-7). Tras eliminar el exceso de solución de bloqueo, 
se añadió el anticuerpo primario de interés a la dilución indicada en la tabla 8. La 
preparación fue incubada toda la noche a 4°C en cámara húmeda. Las laminillas fueron 
colocadas en solución de lavado, 3 veces durante 3 min cada una. El anticuerpo 
secundario para VEGF y LYVE-1 fue colocado según las instrucciones del kit ABC 
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Vectastain PK-4001 (anexo I-10). Las soluciones de trabajo de este kit añadidas al tejido 
se incubaron durante 30 min en cámara húmeda a temperatura ambiente. El anticuerpo 
secundario para eNOS fue colocado a la preparación a una dilución 1:300 en buffer PBS 
1X pH 7.4, incubando en cámara húmeda a temperatura ambiente durante 30 min. 
Terminado el tiempo de incubación, las laminillas fueron enjuagadas en solución de 
lavado, 3 veces durante 3 min cada una. El revelado de las reacciones se realizó 
incubando la preparación con la solución sustrato-cromógeno del kit Immpact DAB a 
temperatura ambiente a los tiempos indicados en la tabla 8. La reacción de revelado es 
detenida con solución de lavado. Finalmente, las laminillas fueron enjuagadas en 
solución de lavado, 3 veces durante 3 min cada una. 
 
Tabla 8. Condiciones de trabajo para los anticuerpos empleados. 
  
 
5.8.1.4 Contratinción con hematoxilina. 
Las preparaciones fueron colocadas en solución de hematoxilina de Gill durante 
5 min. Las laminillas fueron enjuagadas de forma suave y rápida por inmersión en 
alcohol-ácido al 1% y se colocaron de forma inmediata en agua amoniacal al 2% durante 
1 min. El tejido fue deshidratado sumergiendo las laminillas en etanol al 80%, 
Anticuerpo Buffer Concentración Dilución Compañía Control 
positivo 
Tiempo de 
revelado 
VEGF TBS 1 µg/ml 1:1000 Abcam Riñón 3.30 min 
LYVE-1 TBS 1 µg/ml 1:400 Abcam Ganglio 8 min 
eNOS PBS 1.25 µg/ml 1:100 BD Riñón 3.30 min 
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realizando dos cambios de 1 min cada uno; un cambio de etanol al 95% durante 1 min, y 
dos cambios de etanol absoluto de 1 min cada uno. Posteriormente, las laminillas se 
colocaron en xilol durante 6 min. Por último, una gota de medio de montaje fue añadida 
con un aplicador de madera al tejido, y encima un cubreobjetos limpio, evitando la 
formación de burbujas. 
 
5.9 Tinciones histológicas. 
A partir de los tejidos embebidos en parafina se obtuvieron cortes de 3 a 4 µm de 
grosor y fueron teñidos con hematoxilina y eosina. Tras la desparafinización del tejido 
las laminillas fueron colocadas en hematoxilina de Gill durante 5 min. Fueron 
enjuagadas rápidamente en alcohol-ácido al 1% e inmediatamente se colocaron en agua 
amoniacal al 2% durante 1 min. Posteriormente, las laminillas fueron colocadas en 
eosina durante 4 min. El tejido fue deshidratado sumergiendo las lamillas en dos 
cambios de etanol al 80%, de 1 min cada uno, seguido de etanol al 95% durante 1 min y 
dos cambios de etanol absoluto de 1 min cada uno. Finalmente, las laminillas se 
colocaron en xilol durante 6 min. Se añadió una gota de medio de montaje sobre el tejido 
teñido y sobre la preparación se colocó un portaobjetos.  
 
 
5.10 Análisis histológico. 
El análisis de cada una de las muestras teñidas se hizo en base a grados del 0 al 3 
según la aparición de las lesiones, interpretando cada grado como porcentaje (0: 0-25%, 
1: 26-50%, 2: 51-75%, 3: 76-100%). Para graficar los cambios observados por tiempo de 
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evaluación, los grados de lesión fueron sumados y promediados para cada grupo. La 
evaluación se realizó con ayuda de un patólogo como observador cegado a los 
tratamientos. 
 
5.11 Análisis de Inmunohistoquímica. 
 
A partir de las tinciones con anticuerpos anti-VEGF y anti-eNOS, se contaron los 
vasos sanguíneos por campo, así como los vasos linfáticos con el marcaje de LYVE-1, a 
20X en un microscopio de campo claro, en las zonas de mayor vascularización en 
dermis profunda. De cada tejido se contaron 8 campos, contando en total 72 campos por 
muestra (cada bloque de muestra estuvo conformada por tres tejidos y fueron realizados 
3 cortes por bloque). 
 
5.12 Microdilución en placa. 
 
Se siguieron las instrucciones para la evaluación de susceptibilidad a agentes 
antimicrobianos, descritos en el manual M24-A Vol. 23 No. 18, 2003, por el Clinical 
and Laboratory Standards Institute (CLSI). A partir de un subcultivo de la cepa de        
N. brasiliensis, sembrada en agar sangre al 5% e incubada a 36°C durante 3 días, se 
recolectó la biomasa con un hisopo, la cual fue transferida a un tubo con agua estéril 
conteniendo perlas de vidrio. A partir de esta suspensión, tras haber disgregado las 
colonias con vórtex y dejado reposar, el sobrenadante de la suspensión libre de cúmulos 
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de la bacteria fue ajustado a la densidad equivalente al tubo 0.5 de la escala de 
McFarland. El inóculo final empleado, con una concentración aproximada de 5 x 105 
UFC/ml, fue preparado transfiriendo 50 µl de la suspensión a un tubo con 7.45 ml de 
caldo Mueller-Hinton, invirtiendo de ocho a diez veces la mezcla. Los pocillos de la 
placa de microtitulación estéril contenían 100 µl del medio de cultivo, colocados en 
condiciones de esterilidad, sobre los cuales se hicieron las diluciones seriadas de los 
medicamentos a probar. Se empleó  amikacina a un rango de 0.25 a 32 µg/ml, como 
control positivo de inhibición, y fenofibrato a un rango de 0.75 a 96 µg/ml. Fueron 
añadidos 100 µl de la suspensión bacteriana con el ajuste final a cada uno de los 
pocillos. El stock de los fármacos a partir de los cuales se realizaron las diluciones en las 
placas se prepararon en caldo Mueller-Hinton. Las diluciones de los fármacos se 
realizaron por triplicado. El stock del fenofibrato fue preparado a partir de una solución 
en etanol al 80% (la concentración en la que se obtuvo mejor solubilidad del 
fenofibrato), a una concentración de 1 mg/ml. Previo al ensayo, se comprobó que el 
etanol al 80% no inhibe el crecimiento de la bacteria. La placa fue incubada a 35° C 
durante 72 h. 
 
5.13 Análisis estadístico. 
 
Los datos de las medidas de inflamación y el conteo de vasos sanguíneos y 
linfáticos a diferentes tiempos por grupo fueron tratados con la prueba Kruskal – Wallis 
y la prueba de comparación múltiple de Dunns. Estos datos fueron graficados como el 
promedio ± SEM. 
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Capítulo VI 
 
 
    Resultados 
 
 
6.1 Efecto del fenofibrato in vitro sobre la viabilidad de N. brasiliensis. 
 
La cepa de N. brasiliensis HUJEG-1 ATCC-700538 fue utilizada para evaluar el 
efecto del fenofibrato sobre la viabilidad de esta bacteria. Como control de inhibición 
del crecimiento se utilizó amikacina. Tras 72 h de incubación, la concetración mínima 
inhibitoria (CMI) de amikacina para N. brasiliensis fue de 2 µg/ml, mientras que el 
fenofibrato no ejerce ningún efecto sobre su crecimiento en ninguna de las 
concentraciones empleadas. La CMI se definió como la menor concentración del 
fármaco que a simple vista inhiba completamente el crecimiento del microorganismo en 
estudio. La interpretación de los resultados se realizó tomando como referencia el 
crecimiento observado en el pocillo usado como control positivo, el cual presenta una 
clara turbidez y el crecimiento característico de Nocardia. Dentro del rango de 
concentración empleado para fenofibrato se encontraba el valor de EC50 en ratones (6 
µg/ml).  
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6.2 Evaluación clínica.       
 
6.2.1 Evaluación clínica del efecto del fenofibrato durante el establecimiento 
del actinomicetoma.             
 
         La evaluación clínica se realizó de forma macroscópica e histológica. La 
evaluación macroscópica consistió en buscar diferencias en las lesiones características 
del actinomicetoma experimental, tomando en cuenta la dilatación de vasos sanguíneos, 
probablemente relacionados con angiogénesis, abscesos, fibrosis, fístulas y úlceras (Fig. 
13). 
 
 
 
 
 
Fig. 13. Lesiones características del actinomicetoma experimental por N. brasiliensis. 
 
Comparado con el grupo de infección natural, al día 30 se observó que bajo el 
tratamiento con fenofibrato hay un menor porcentaje de ratones en los que se desarrollan 
úlceras, fibrosis y dilatación de vasos sanguíneos, y de forma contraria un mayor número 
de ratones en los que se desarrollaron abscesos. No se observaron diferencias en la 
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aparición de fístulas. Como era de esperarse, en el grupo control de la administración de 
aminoguanidina no se desarrollaron las lesiones evaluadas macroscópicamente, a 
excepción de fístulas, las cuales desaparecen para el día 30 de tratamiento. Además, 
pudo apreciarse un retraso en la formación de abscesos (Tabla 9, Fig. 14). 
 
Tabla 9. Evaluación del desarrollo de las lesiones durante el establecimiento del 
actinomicetoma experimental. 
 
Sin tratamiento Tratamiento con fenofibrato 
Tratamiento con 
aminoguanidina 
Tiempo 
 
Lesión 
D0 D7 D15 D30 D45 D0 D7 D15 D30 D45 D0 D7 D15 D30 D45 
Abscesos % 0 11 47 58 100 0 50 47 83 100 0 0 0 0 25 
Úlceras % 0 6 47 40 38 0 22 7 7 14 0 0 0 0 0 
Fístulas % 0 56 0 25 0 0 72 7 17 36 0 100 40 0 0 
Dilatación de 
vasos 
sanguíneos % 
0 0 0 0 50 0 0 0 0 36 0 0 0 0 0 
Fibrosis % 0 0 20 20 50 0 0 7 7 14 0 0 0 0 0 
          Tiempo en días de tratamiento. Evaluación expresada en porcentaje de ratones. 
 
 
 
Fig. 14. Lesiones del actinomicetoma experimental durante el establecimiento de la 
enfermedad. Imágenes representativas de las lesiones de cada grupo al día 45 de 
a) b) c) 
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tratamiento. a): grupo de la infección natural, b): tratamiento con Fenofibrato, c): 
tratamiento con aminoguanidina. 
 
Se observó una disminución significativa en las medidas de inflamación en todos 
los tiempos de evaluación en aquellos ratones a los cuales se les administró el 
fenofibrato, comparado con el grupo de la infección natural. Como era de esperarse, el 
grupo que recibió aminoguanidina mostró menor inflamación (Fig. 15).  
 
 
 
 
 
 
Fig. 15. Efecto del fenofibrato y la aminoguanidina durante  el establecimiento del  
actinomicetoma experimental. Evaluación a diferentes tiempos, bajo cada tratamiento. 
Se expresa el promedio de las medidas por día de evaluación  ± SEM. 
 
Siguiendo los criterios de la tabla 4, descritos por Salinas-Carmona et al., el 
actinomicetoma puede ser clasificado para ubicar el grado de la lesión y su progreso. En 
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este trabajo se observó que hay un retraso en la progresión de la lesión hacia el grado IV 
cuando se administra fenofibrato durante el establecimiento del actinomicetoma, en 
comparación con el grupo de la infección natural. La mayoría de los ratones bajo este 
tratamiento se ubican entre el grado II y III, lo cual se correlaciona con un mayor 
desarrollo de abscesos. El grupo que recibe aminoguanidina se mantiene siempre en el 
grado I de lesión, lo que indica inflamación mínima (Tabla 10). 
 
Tabla 10. Porcentaje de ratones en relación al grado de la lesión durante el 
establecimiento del actinomicetoma bajo tratamiento con fenofibrato o aminoguanidina.  
Se muestran los resultados de los días 0, 30 y 45 de cada tratamiento. 
 
Tras la tinción con hematoxilina y eosina, se evaluaron diferencias en la 
formación de abscesos, conformados a su vez de infiltrado de células 
polimorfonucleares que rodean cúmulos de bacterias, células espumosas a la periferia y 
zonas de necrosis, delimitado por anillos de fibrosis; cambios vasculares, evaluando la 
formación de trombos sépticos, vasculitis, neuritis y perineuritis, y congestión vascular; 
 
 
Sin tratatamiento 
Tratamiento con 
fenofibrato 
Tratamiento con 
aminoguanidina 
 
Tiempo 
 
Grado 
D0 D30 D45 D0 D30 D45 D0 D30 D45 
I (%) 0 64 0 0 50 0 0 100 100 
II (%) 0 36 25 0 50 40 0 0 0 
III (%) 0 0 25 0 0 35 0 0 0 
IV (%) 0 0 50 0 0 25 0 0 0 
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cambios tisulares, considerando paniculitis, edema y miositis; formación de úlceras y 
desarrollo de osteomielistis aguda, así como la formación de vasos sanguíneos (Fig.16 y 
17). 
 
 
 
 
Figura 16. Formación de microabscesos en el actinomicetoma experimental. Imágenes 
representativas de las lesiones evaluadas en cada muestra. 
 
 
En el análisis histológico se observó una disminución en el porcentaje de 
aparición de las lesiones en los ratones tratados con fenofibrato durante el 
establecimiento de la enfermedad, comparado con el grupo de la infección natural, entre 
los días 30 y 45. El 90% de las lesiones evaluadas aparecen en menor porcentaje; dichas 
lesiones corresponden a: la infiltración de células polimorfonucleares y células 
espumosas, la formación de microabscesos, miositis, edema, necrosis, úlceras, neuritis e 
inflamación perineural,  trombos sépticos, vasculitis y congestión vascular (Fig. 18). 
Cúmulos de bacteria 
 
Microabsceso
Polimorfonucleares  
Fibrosis Células espumosas  
Necrosis 
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Fig. 17. Cambios vasculares, tisulares y óseos en el actinomicetoma experimental. 
Imágenes representativas de las lesiones evaluadas en los tejidos bajo cada tratamiento. 
 
Cambios vasculares 
Trombos sépticos  
Vasculitis  
Neuritis y perineuritis Congestión vascular 
Paniculitis  Edema  Miositis  
Cambios tisulares 
Úlcera   Osteomielitis aguda  
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Fig. 18. Modificación de las lesiones durante el establecimiento del actinomicetoma 
experimental de ratones tratados con fenofibrato y aminoguanidina. Los resultados se 
expresan como porcentaje bajo cada tratamiento a diferentes tiempos de evaluación. Se 
graficó el promedio de los porcentajes por día de evaluación  ± SEM. 
 
La formación de vasos sanguíneos fue evaluada por grados de aparición con la 
tinción de hematoxilina y eosina (Fig. 19), bajo diferentes tratamientos. La 
administración de fenofibrato durante el establecimiento del actinomicetoma provoca 
una disminución en el número de vasos al día 30, comparado con el grupo de la 
infección natural (Fig. 20). 
 
 
 
 
 
Fig. 19. Desarrollo de angiogénesis en el actinomicetoma experimental. Imagen 
representativa de nuevos vasos sanguíneos en las muestras de tejido bajo diferentes 
tratamientos. 
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Fig. 20. Aparición de vasos sanguíneos durante establecimiento del actinomicetoma 
experimental en ratones tratados con fenofibrato y aminoguanidina.  Los resultados se 
expresan como porcentaje del promedio de los vasos sanguíneos bajo cada tratamiento a 
diferentes tiempos de ± SEM. 
 
 
6.2.2 Evaluación clínica del efecto del fenofibrato sobre el actinomicetoma 
establecido. 
 
El progreso de las lesiones anteriormente consideradas en la evaluación clínica 
durante el establecimiento del micetoma fueron también observadas bajo la 
administración de diferentes tratamientos en ratones con micetoma establecido. Al día 
45 de la administración de fenofibrato el número de lesiones como abscesos, úlceras y 
fístulas aparecen en un menor número de ratones, comparado con el grupo que no 
recibió ningún tratamiento. No se observan diferencias en fibrosis ni en dilatación de 
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vasos sanguíneos. Una vez más, se observó una regresión en las lesiones del grupo 
control al que se le administró aminoguanidina (Tabla 11, Fig. 21). 
 
Tabla 11. Evaluación del desarrollo de las lesiones en ratones con actinomicetoma 
experimental establecido.  
 
Infección natural Fenofibrato Aminoguanidina 
Tiempo 
 
Lesión 
D0 D7 D15 D30 D45 D0 D7 D15 D30 D45 D0 D7 D15 D30 D45 
Abscesos % 64 73 73 90 90 76 82 70 70 60 94 93 75 40 20 
Úlceras % 0 27 22 25 30 18 27 15 15 10 45 31 10 10 10 
Fístulas % 28 27 33 60 60 20 24 36 30 30 29 31 38 10 0 
Dilatación de 
vasos 
sanguíneos % 
0 27 56 50 50 12 29 36 50 50 29 46 63 40 10 
Fibrosis % 0 0 22 50 60 6 6 14 40 60 12 15 15 10 10 
Tiempo en días de tratamiento. Evaluación expresada en porcentaje de ratones. 
 
 
 
 
 
Fig. 21. Lesiones del actinomicetoma experimental establecido. Imágenes 
representativas de cada grupo al día 45 de tratamiento. a): grupo de la infección natural, 
b): tratamiento con fenofibrato, c): tratamiento con aminoguanidina. 
a) b) c) 
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A partir del día 30 de tratamiento con fenofibrato se observó una disminución en 
las medidas de inflamación, en comparación con los ratones del grupo de la infección 
natural, aunque no existen diferencias significativas. Las medidas de inflamación en el 
grupo que recibió aminoguanidina son menores que las medidas de los grupos anteriores 
(Fig. 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22.  Efecto del fenofibrato y la aminoguanidina en  el  actinomicetoma experimental 
establecido. Evaluación a diferentes tiempos, bajo cada tratamiento. Se expresa el 
promedio de las medidas por día de evaluación  ± SEM. 
 
Según los criterios de Salinas-Carmona para evaluar la progresión de las 
lesiones, bajo el tratamiento con fenofibrato, aunque la mayoría de los ratones se 
ubicaban en un grado IV de micetoma, el resto se encontraba entre el grado II y III a 
diferencia del grupo de la infección natural ubicados en su totalidad en los grados III y 
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IV al día 45 de tratamiento. La mayoría de los ratones del grupo que recibió 
aminoguanidina se mantuvo en el grado II de progresión del micetoma (Tabla 12). 
 
Tabla 12. Porcentaje de ratones en relación al grado de la lesión en el 
actinomicetoma establecido bajo tratamiento con fenofibrato o aminoguanidina. 
          Se muestran los resultados de los días 0, 30 y 45 de cada tratamiento. 
 
Para el análisis histológico, se consideraron las mismas lesiones descritas en la 
evaluación histológica del tejido infectado bajo diferentes tratamientos administrados 
durante el establecimiento del micetoma. Se observó una disminución en el porcentaje 
de aparición de las lesiones en los ratones con micetoma establecido tratados con 
fenofibrato, comparado con el grupo de la infección natural entre los días 30 y 45. El 
30% de las lesiones evaluadas aparecen en menor porcentaje; dichas lesiones 
corresponden a la infiltración de células espumosas, la formación de edema, paniculitis, 
úlceras,  trombos sépticos, vasculitis y congestión vascular (Fig. 23). La administración 
de fenofibrato sobre el actinomicetoma establecido provoca una disminución en el 
número de vasos al día 45, comparado con el grupo de la infección natural (Fig. 24). 
 
Sin tratamiento Tratamiento con fenofibrato 
Tratamiento con 
aminoguanidina 
Tiempo 
 
Grado 
D0 D30 D45 D0 D30 D45 D0 D30 D45 
I (%) 75 0 0 63 0 0 18 0 0 
II (%) 25 0 0 32 30 30 65 60 70 
III (%) 0 50 40 0 30 10 5 20 30 
IV (%) 0 50 60 5 40 60 12 20 0 
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Fig. 23. Modificación de las lesiones en el actinomicetoma experimental establecido de 
ratones tratados con fenofibrato y aminoguanidina. Los resultados se expresan como 
porcentaje bajo cada tratamiento a diferentes tiempos de evaluación. Se graficó el 
promedio de los porcentajes por día de evaluación  ± SEM. 
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Fig. 24. Porcentaje de vasos sanguíneos en  el actinomicetoma experimental establecido en 
ratones tratados con fenofibrato y aminoguanidina.  Los resultados se expresan como 
porcentaje del promedio de los vasos sanguíneos bajo cada tratamiento a diferentes 
tiempos de ± SEM. 
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6.3 Evaluación de angiogénesis. 
 
 
6.3.1 Evaluación de la angiogénesis bajo el tratamiento con fenofibrato durante 
el establecimiento del actinomicetoma. 
 
 
     Se observó un incremento en el número de vasos sanguíneos conforme avanza 
el tiempo de infección en los ratones infectados. En ratones tratados con fenofibrato 
durante el establecimiento del micetoma se observó una disminución en el número 
de vasos sanguíneos por campo con el marcaje de VEGF y eNOS al día 45 de 
tratamiento (Fig. 25 y 26). Ambos marcajes se observaron alrededor de los vasos 
sanguíneos. Además, la expresión de VEGF se observó en células dentro de la zona 
de fibrosis y en el infiltrado celular del microabsceso (Fig. 27 y 28). eNOS se 
observó también en células de la periferia del microabsceso (Fig.  29 y 30).  La 
cuenta de los vasos linfáticos con el marcaje de LYVE-1 no se correlaciona con la 
cuenta de los vasos sanguíneos (Fig. 31) . El marcaje de esta molécula se observa 
solamente alrededor de vasos linfáticos (Fig. 32). Las estructuras de los vasos se 
localizan en las zonas de fibrosis que rodean a los abscesos. 
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* 
Fig. 25. Inmunoreactividad de VEGF en tejido infectado durante el establecimiento 
del actinomicetoma. Evaluación por grupo a diferentes tiempos. Los resultados se 
expresaron como el promedio de vasos sanguíneos por campo ± SEM. 
 
Fig. 26. Inmunoreactividad de eNOS en tejido infectado durante el establecimiento del 
actinomicetoma. Evaluación por grupo a diferentes tiempos. Los resultados se 
expresaron como el promedio de vasos sanguíneos por campo ± SEM. 
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Fig. 28. Expresión de VEGF en tejido de actinomicetoma durante el establecimiento de 
la enfermedad. Imagen representativa de la expresión de VEGF al día 45 de tratamiento. 
a): infección natural, b): tratamiento de fenofibrato, c): tratamiento de aminoguanidina. 
Imágenes captadas a 10X. 
 
Fig. 27. Expresión de VEGF en tejido de actinomicetoma. Imagen representativa de la 
expresión de VEGF en vasos sanguíneos, células de la zona de fibrosis y del infiltrado 
celular en el absceso. a): imagen captada a 10X, b): imagen captada a 40X. 
 
a) b) 
a) b) c) 
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Fig. 30. Expresión de eNOS en tejido de actinomicetoma durante el establecimiento 
de la enfermedad. Imagen representativa de la expresión de VEGF al día 45 de 
tratamiento. a): infección natural, b): tratamiento de fenofibrato, c): tratamiento de 
aminoguanidina. Imágenes captadas a 10X. 
 
Fig. 29. Expresión de eNOS en tejido de actinomicetoma. Imagen representativa de la 
expresión de eNOS en vasos sanguíneos, células de la zona de fibrosis y células en la 
periferia del micetoma. Imágenes captadas a 40X. 
a) b) c) 
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Fig. 31. Inmunoreactividad de LYVE-1 en tejido infectado durante el 
establecimiento del actinomicetoma. Evaluación por grupo a diferentes tiempos. 
Los resultados se expresaron como el promedio de vasos sanguíneos por campo 
± SEM. 
Fig. 32. Expresión de LYVE-1 en tejido de micetoma. Imagen representativa 
de la expresión de LYVE-1 en vasos linfáticos. Imagen captada a 40X. 
  
 
63 
6.3.2 Evaluación de la angiogénesis bajo el tratamiento de fenofibrato sobre 
el actinomicetoma establecido. 
 
En el tejido con micetoma establecido se observó un incremento en el número de 
vasos sanguíneos y en el porcentaje de células inmunonreactivas con anti-VEGF (Fig. 33 
y 34) a partir del día 15 de tratamiento (correspondiente al día 45 de la infección 
natural), y con anti- eNOS (Fig. 35 y 36) al día 45 de tratamiento (correspondiente al día 
75 de infección natural). Al final del tiempo de evaluación las cuentas de vasos son 
similares con ambos marcadores. Con la administración de fenofibrato se observó una 
disminución en las cuentas de los vasos sanguíneos para VEGF y eNOS al día 45 de 
tratamiento. La expresión de VEGF se observó en células del endotelio de los vasos 
sanguíneos, células en la zona de fibrosis, y células infiltradas al absceso. eNOS es 
expresado en células de endotelio de vasos sanguíneos, células de la zona de fibrosis, y 
células a la periferia del microabsceso. 
 
La cuenta de los vasos linfáticos con el marcaje de LYVE-1 es similar a la 
obtenida en la lesión durante el establecimiento del actinomicetoma. No existe una 
correlación en el número de vasos linfáticos con el número de vasos sanguíneos 
marcados con VEGF y eNOS (Fig. γ7). LYVE-1 se observó expresado en endotelio de 
vasos linfáticos. 
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Fig. 33. Inmunoreactividad de VEGF en tejido con actinomicetoma establecido. 
Evaluación por grupo a diferentes tiempos. Los resultados fueron expresados como el 
promedio de vasos sanguíneos por campo ± SEM.  
  
Fig. 34. Expresión de VEGF en tejido con actinomicetoma establecido. Imagen 
representativa al día 45 de tratamiento. . a): infección natural, b): tratamiento de 
fenofibrato, c): tratamiento de aminoguanidina. Imágenes captadas a 10X. 
 
a) b) c) 
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Fig. 35. Inmunoreactividad de eNOS en tejido con actinomicetoma establecido. 
Evaluación por grupo a diferentes tiempos. Los resultados fueron expresados como el 
promedio de vasos sanguíneos por campo ± SEM. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 36. Expresión de eNOS en tejido con actinomicetoma establecido. Imagen 
representativa al día 45 de tratamiento, sobre el actinomicetoma establecido. a): infección 
natural, b): tratamiento de Fenofibrato, c): tratamiento de aminoguanidina. Imágenes 
captadas a 10X. 
 
a) b) c) 
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Fig. 37. Inmunoreactividad de LYVE-1 en tejido con actinomicetoma establecido. 
Evaluación por grupo a diferentes tiempos. Los resultados fueron expresados como el 
promedio de vasos sanguíneos por campo ± SEM.   
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Capítulo VII 
 
 
Discusión 
 
El  tratamiento establecido en la actualidad  para el actinomicetoma consiste en la 
combinación de antibióticos y trimetoprim-sulfametoxazol (bacteriostático). Dichos 
tratamientos suelen ser costosos y deben administrarse por largos períodos tiempo hasta 
encontrar que el paciente ha entrado a remisión (28, 102). Considerando que el 
tratamiento es costoso, la toxicidad inherente de los medicamentos y sus efectos 
secundarios, es importante encontrar una terapia adyuvante que evite la progresión de la 
enfermedad, y a su vez que permita la regresión de las lesiones formadas. 
Los mecanismos que favorecen el establecimiento de los agentes causales o el 
desarrollo de la lesión en el sitio de infección no se ha esclarecido por completo. En este 
trabajo, la angiogénesis fue propuesta como un posible mecanismo por medio del cual la 
bacteria puede establecerse y desarrollar la enfermedad en el modelo murino de 
actinomicetoma por N. brasiliensis en ratones BALB/c, según los resultados de estudios 
histológicos previos (3) y en estudios sobre el bloqueo de NO en ratones infectados con 
esta bacteria (81, 82) anteriormente descritos. Sin embargo, no existen reportes que 
aseguren que la angiogénesis se desarrolle en el sitio de la lesión del actinomicetoma ni 
se ha descrito su papel en la patogénesis. Para este trabajo, se considera como una 
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posible terapia adyuvante la administración de fenofibrato, tras estudiar clínicamente su 
efecto en ratones con actinomicetoma, infectados con N. brasiliensis. 
Se ha reportado la administración del fenofibrato en pacientes infectados con 
VIH bajo terapia antirretroviral altamente activa, con la intención de tratar 
hiperlipidemias que son resultantes al tratamiento. Las propiedades antiinflamatorias del 
fenofibrato se han estudiado en  pacientes con dislipidemia y aterosclerosis, además de 
pacientes con enfermedades cardiovasculares e infecciones ocasionadas por                  
C. pneumoniae, quienes representan un factor de riesgo para el desarrollo de 
cardiopatías (94, 103-105).  
No se tiene reportado el uso de este medicamento en algún modelo experimental 
de micetoma ni su administración en pacientes con actinomicetoma por N. brasiliensis, 
siendo este el primer trabajo en el que se reporta el empleo de fenofibrato para el modelo 
experimental de esta enfermedad. 
Se pudo observar que el fenofibrato no actúa sobre la viabilidad de                     
N. brasiliensis, comparando lo resultados obtenidos con los de amikacina, un antibiótico 
sobre el cual se había reportado anteriormente la susceptibilidad de la bacteria a este 
antimicrobiano, con una CMI de 2 µg/ml en el 50% de aislamientos de N. brasiliensis 
reportados por Gómez-Flores et al. (29). En este trabajo, el fenofibrato no impide el 
crecimiento de esta bacteria en dosis cercanas a la necesaria para ejercer su actividad en 
plasma sanguíneo de ratón ni a dosis mayores. Estos resultados van de acuerdo a lo 
esperado, sugiriendo que el fenofibrato actúa sobre otros mecanismos sin afectar el 
crecimiento del microorganismo. 
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Al final del tratamiento con Fenofibrato, durante el establecimiento de la 
enfermedad y sobre la enfermedad establecida, se observó una disminución en la 
aparición de las lesiones características que se aprecian en forma macroscópica y una 
disminución en las medidas de inflamación comparadas con las medidas del grupo de la 
infección natural, así como una disminución en el grado de aparición de lesiones 
histológicas características, esto último entre los días 30 y 45 de tratamiento. Cabe 
mencionar que no se han reportado trabajos sobre el efecto del fenofibrato en 
enfermedades establecidas, como en nuestro caso. En general, nuestros resultados son 
similares a los obtenidos en otras investigaciones de modelos de enfermedades en las 
que se ha descrito que el proceso de angiogénesis se lleva a cabo. Entre ellos se 
encuentran modelos de enfermedades inflamatorias de intestino y modelos de retinopatía 
diabética (106, 107). 
Entre estas investigaciones se encuentra aquella en la que la administración de 
fenofibrato en un modelo de colitis, tras inducir el desarrollo de la enfermedad, resulta 
en un retraso en la aparición de las características clínicas y lesiones en el tejido, además 
de una disminución en la producción de citocinas pro-inflamatorias, posiblemente como 
consecuencia de un retraso en la acumulación de células que las producen o a través de 
la disminución directa en la expresión de dichas citocinas por regulación génica, sin 
descartar que ambos mecanismos puedan presentarse en forma simultánea (108).  
En nuestro trabajo no se llegó a determinar si existe un cambio en el perfil de 
citocinas expresadas a lo largo de la patología, en cambio se observó una disminución en 
la aparición de células pro-inflamatorias en el infiltrado celular de los microabscesos así 
como en tejido circundante, lo que da lugar a pensar que las citocinas proinflamatorias 
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podrían ser detectadas en menor concentración, debido a un menor número de células 
infiltradas en el tejido dañado. Se piensa también que un menor número de células 
inflamatorias acumuladas influyen en la aparición de un menor grado de lesiones y en la 
disminución de las medidas de inflamación. 
A lo largo del tiempo de evaluación se observó un incremento en el número de 
vasos sanguíneos en grupos que desarrollaron la historia natural de la infección, 
confirmando que el proceso de angiogénesis se lleva a cabo durante el desarrollo del 
actinomicetoma. 
Bajo el tratamiento con fenofibrato se observó entre los día 30 y 45 de 
administración una disminución en el número de vasos sanguíneos durante el 
establecimiento de la enfermedad y en tejido con micetoma establecido. Estos resultados 
son similares a los obtenidos por Chen et al. (109, 110), quienes administraron 
Fenofibrato en un modelo murino de retinopatía diabética y observaron una disminución 
en la formación de vasos sanguíneos a consecuencia de la inhibición en la expresión de 
VEGF, desencadenada a partir de condiciones de hipoxia en el tejido.  
Hasta el momento, en nuestro modelo de trabajo no se conoce si la disminución 
en la formación de vasos sanguíneos es ocasionada sólo por inhibir la expresión de 
VEGF o por otros factores pro-angiogénicos. Las células infiltradas en los 
microabscesos del micetoma (células polimorfonucleares, macrófagos, linfocitos) son 
capaces de expresar VEGF (111-113), además de citocinas pro-inflamatorias, por lo 
tanto, es posible que la expresión de VEGF en el tejido disminuya debido a un menor 
grado de aparición de dichas  células inflamatorias, pero no se ha determinado si las 
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células endoteliales, fibroblastos y células estromales también disminuyen la expresión 
de esta proteína. 
Recordando que el proceso de inflamación contribuye al inicio y mantenimiento 
del proceso angiogénico (37), se puede deducir que un retraso en la aparición de dichas 
células pro-inflamatorias puede ser el responsable de un menor número de vasos 
sanguíneos formados. Según lo publicado por Solís et al. (3), de las citocinas que son 
expresadas en el tejido de actinomicetoma experimental, TNF-a, IL-1, IL-6 e Il-8, 
además de establecer un ambiente que favorece la progresión de la enfermedad, junto 
con factores de crecimiento y otras quimiocinas, estimulan el proceso de angiogénesis. 
Estas moléculas son expresadas por células del sistema inmune que conforman el 
infiltrado celular de los abscesos, además de células estromales, ejerciendo control sobre 
la proliferación y migración de las células de endotelio vascular (37, 114). Es importante 
determinar si existen cambios en la expresión de estos factores pro-angiogénicos tras la 
administración de fenofibrato, y comprobar si este es un mecanismo mediante el cual se 
inhibe la formación de vasos sanguíneos en este modelo experimental. 
Los sitios con mayor vascularización fueron encontrados en los anillos de 
fibrosis rodeando los microabsecesos en el micetoma, lo que nos hace considerar que la 
angiogénesis puede formar parte del proceso de cicatrización en el tejido infectado 
(115), tras la constante formación de lesiones a causa de la respuesta inflamatoria 
intensa. Sin embargo, también se apoya la idea de que el proceso contribuye a la 
formación de las lesiones del actinomicetoma, tras los resultados anteriormente 
mencionados en los que de forma indirecta se demuestra una disminución en la 
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formación de vasos sanguíneos y a su vez una disminución en el grado de inflamación y 
aparición de lesiones tras la administración de fenofibrato. 
El marcaje con VEGF y eNOS nos permite cuantificar vasos sanguíneos por 
campo, no así con el marcaje de vasos linfáticos con LYVE-1, inicialmente considerado 
como un marcador indirecto de angiogénesis. 
En todas las condiciones de tratamiento que se realizaron, se observa un mayor 
número de vasos linfáticos al día 7 de tratamiento, y en días posteriores se observó una 
disminución en las cuentas de estas estructuras. Un comportamiento similar ha sido 
anteriormente reportado por Paavonen et al. (116) en estudios con diferentes modelos de 
cicatrización de heridas con inflamación crónica, donde observó  la aparición de vasos 
linfáticos de forma simultánea con la formación de vasos sanguíneos. No obstante, el 
número de  vasos linfáticos que se desarrollan es menor al de los vasos sanguíneos, y 
muestran una regresión rápida, sugiriendo que la linfangiogénesis ocurre de manera 
transitoria durante la cicatrización de heridas. 
Se cree que la formación de vasos linfáticos es importante en las etapas iniciales 
de la infección, siendo estas estructuras un medio por el que llegan células del sistema 
inmune desde diferentes órganos del cuerpo y que contribuyen al proceso de 
cicatrización, lo que podría explicar la regresión de los vasos formados conforme existe 
un área mayor de cicatrización. 
Por el momento, se descarta a LYVE-1 como un marcador indirecto de los vasos 
sanguíneos en este modelo experimental, debido a que no existe una correlación entre el 
  
 
73 
número de vasos sanguíneos que aparecen en la lesión con el número de vasos linfáticos 
formados. 
Estos resultados abren nuevas oportunidades de estudio para el desarrollo de 
terapias alternativas o adyuvantes para tratar al actinomicetoma, a partir de fármacos 
autorizados para su administración en humanos para otras condiciones específicas. Es 
importante desarrollar otros tipos de estudio hasta obtener resultados con mayor 
beneficio, con la intención de detener el progreso de la enfermedad y dar lugar a la 
regeneración del tejido dañado en menor tiempo. Se obtiene mayor beneficio al 
administrar fenofibrato durante el establecimiento del actinomicetoma, comparado con 
los grupos del actinomicetoma establecido, sin embargo, deben establecerse dosis 
adecuadas para cada situación. 
Es probable que sea necesaria la administración simultánea de algún antibiótico 
del cual se conozca que N. brasiliensis sea susceptible, evitando su replicación en la 
zona afectada, mientras que el fenofibrato actúa evitando la formación de vasos 
sanguíneos, siendo posible inhibir la progresión del actinomicetoma. 
Los aspectos que deben considerarse además del ajuste de las dosis son los 
siguientes: el empleo de otros fármacos de la clase de los fibratos, en combinación o en 
forma individual, la combinación con otras terapias establecidas para tratar el 
actinomicetoma (antibióticos), y encontrar otros blancos terapéuticos para inhibir el 
proceso de angiogénesis de forma farmacológica. 
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Capítulo VIII 
 
 
Conclusiones 
 
  
1. El número de vasos sanguíneos se incrementa conforme avanza el tiempo de la 
infección en el modelo experimental de actinomicetoma por N. brasiliensis. 
2. La angiogénesis contribuye al aumento del tamaño del actinomicetoma 
experimental. 
3. La disminución de la angiogénesis por el tratamiento con  fenofibrato conlleva a 
una disminución del grado de la lesión en el actinomicetoma. 
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Anexos 
I. Preparación de reactivos 
 
I.1 Buffer PBS (buffer fosfato salino), 1X 
Disolver 8 g de NaCl, 0.2g de KCl, 1.44g Na2HPO,  y 0.24g KH2PO4 en 800 ml 
de agua destilada. Ajustar el pH de la solución a 7.2-7.4. Aforar a 1L con agua 
destilada. Conservar la solución a temperatura ambiente. 
 
I.2 Buffer Tris-HCl, 1 X 
Para 1L de solución, añadir 6.1 g de Tris-HCl en 700 ml de agua destilada. 
Ajustar a pH 7.2-7.4 y aforar a 1L. Conservar a temperatura ambiente. 
I.3 Formaldehído al 3.7% en PBS 1X 
Para 1L de solución, añadir 100 ml de formaldehído al 37% en 900 ml de PBS 
1x. 
I.4 Buffer de citratos,  10mM ácido cítrico, 0.05% Tween 20, pH 6.0 
Pesar 1.92g de NaH2(C3H5O (COO)3, disolver en 800ml de agua destilada. 
Ajustar pH a 6. Aforar a 1000 ml con agua destilada. Agregar 500μl Tween β0. 
La solución se conserva a 4°C, y tiene caducidad de 3 meses. 
I.5 Solución de lavado. Para preparar 100ml 
Medir 99.5 ml de PBS o TBS pH 7.2-7.4. Añadir 500µl Tween 20. 
I.6 Peróxido de hidrogeno al 3%. 
En 90ml de PBS o TBS pH 7.2-7.4 añadir 10ml de peróxido de hidrógeno al 
30%. La solución se conserva a 4°C y tiene caducidad de 3 meses. 
I.7 Solución de bloqueo 
En 98.1 ml de PBS o TBS pH 7.2 – 7.4 o TBS pH 8.4, añadir 1 ml de suero, 1 g 
de Albumina Sérica Bovina, y 0.1 ml de la solución stock de gelatina de pescado 
10%. 
I.8 Stock 10% gelatina de pescado 
10g de gelatina de pescado en 100ml de PBS o TBS pH 7.2-7.4 o TBS pH 8.4. 
 
I.9 Solución diluyente. 
0.01g Albumina Sérica Bovina en 10ml PBS o TBS pH 7.2-7.4 o TBS pH 8.4. 
I.10 Segundo Ac, kit VECTASTAIN ABC KIT 
- Solución 1: 5µl del anticuerpo del vial azul en 1 ml PBS o TBS pH 7.2-7.4 
- Solución 2: a un ml de PBS o TBS pH 7.2-7.4, añadir  10 µl del vial, seguido 
de 10 µl del vial B. 
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I.11 Solución de sustrato/cromógeno, kit ImmPACT DAB 
Agregar una gota del cromógeno (gotero) en un ml de diluyente. 
I.12 Solución de Formaldehído al 10% 
- 9,73 ml de PBS 1X 
- 0,27 ml de Formaldehído al 37% 
 
I.13 Solución de hematoxilina de Gill. 
Para 1L de solución, a 730 ml de agua destilada, añadir los siguientes 
reactivos: 
- 250 ml de etilenglicol 
- 2 g de hematoxilina anhidra 
- 0.2 g de yodato de sodio 
- 17.6 g de sulfato de aluminio 
- 2 ml de ácido acético glacial 
 
I.14 Solución de Eosina. 
Para 100 ml de solución: 
- 1 g de Eosina amarillenta 
- 20 ml de agua destilada 
- 80 ml de alcohol al 96% 
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